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SINTESIS

El presente trabajo se realizo6 en el Laboratorio de Referencia para
Investigaciones y Salud Apicola (LARISA), Sancti Spiritus; entre los meses de
noviembre- abril 2017. El trabajo tuvo como objetivo determinar la viabilidad de
cepas de Lactobacillus ssp en alimentos artificiales de las abejas (Jarabe-J). El
disefio experimental incluyé 2 grupos problema y 1 testigo, representando cada
grupo experimental concentracion de sacarosa diferente, (J1 125 g de azucar
cruda /litro de agua y J2 50 % (v/v). Inicialmente se determind el crecimiento y
produccion de gas de cepas de Lactobacillus spp aisladas de intestino de abejas
en medio de cultivo base sacarosa (MBS), incubando las cepas a 37 °C durante
24 h. La viabilidad en el jarabe de las cepas seleccionadas Lactobacillus kunkeei
SS70 y Lactobacillus rhamnosus SS73 fue determinada mediante el método de
las diluciones con recuento en placa de unidades formadoras de colonias por
mililitro de jarabe (UFC/mL). Se obtuvo como resultado que de las cinco cepas
evaluadas ninguna produjo gas en Medio Base Sacarosa y tuvo abundante
crecimiento el 60 % de las mismas. Lactobacillus kunkeei SS70 y Lactobacillus
rhamnosus SS73 fueron capaces de mantener entre 6 y 7 Log10UFC/mL a los 7
dias. Lactobacillus kunkeei SS70 mantuvo crecimiento hasta los 21 dias, al
menos en uno de los jarabes (J1). Se concluye que las Bacterias Acido Lacticas
(BAL) crecen en Medio Base Sacarosa (MBS) sin produccion de gas y
Lactobacillus kunkeei SS70 y Lactobacillus rhamnosus SS73 mantienen viabilidad

en los jarabes ensayados hasta los 7 dias.



SYNTHESIS

The present research took place at the Beekeeping Health and Investigations
Reference Laboratory (BHIRL), in Sancti Spiritus; from November to April-2017.
The objective of the present work is to determine the feasibility of the Lactobacillus
ssp stump in the bees’ artificial food (J- syrup). The experimental design included
two problem groups and a control one. Each experimental group represented
different concentration of sucrose (J1 125g of crude sugar/ a liter of water and J2
50% (v/v).Initially, was determined the growth and productions of gas from the
Lactobacillus ssp stump which were isolated from bees intestine in an environment
of culturing sucrose base (MBS), incubating the stumps at 37 °C for 24 hours. The
viability at the syrup of the chosen stumps (lactobacillus Kunkeei SS70 y
Lactobacillus rhamnosus SS73 was determined by the dilution method with
recount at the plaque of former units of colonies for milliliter of syrup (UFC/mL)). It
was obtained as o result that from the five evaluated stumps none of them
produced gas at environment sucrose base and had abundant growth the 60% of
them. Lactobacillus kunkeei SS70 and Lactobacillus rhamnosus SS73 were able
to keep between 6 and 7 Log10UFC/mL at 7 days. Lactobacillus kunkeei SS70
keeps the growth until 21 days, at least at one of the syrups (J1). It is concluded
that the BAL growths at environment sucrose base (MBS) without gas production
and Lactobacillus kunkeei SS70 and Lactobacillus rhamnosus SS73 keep viability

at the tested syrup up to 7 days.
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INTRODUCCION

Las abejas, Apis mellifera, es uno de los mas importante insectos en el
ecosistema terrestre, no solamente por la produccion de miel, dadas sus virtudes
nutritivas y terapéuticas, sino ademas por su papel esencial como polinizadores
de diferentes especies de plantas entomdfilas (Kremen et al., 2007; Demedio et
al., 2011). De las abejas depende la supervivencia y evolucién de mas del 80 %
de las especies vegetales del planeta con peso econdmico importante en muchos
paises (Morse y Calderone, 2000; Verde, 2014).

La salud de las abejas depende fundamentalmente del balance de la microbiota
del tracto intestinal y esta la conforman familias de bacterias Gram-negativas tales
como: Enterobacteriaceae, Alcaligenaceae y Pseudomonadaceae, en menor
numero gérmenes Gram-positivo, levaduras y otros mohos (Ptaszynska et al.,
2016,). Dentro de las bacterias del Género Lactobacillus (LAB) mas importantes
de la simbiota intestinal aislada de las abejas se encuentran: Lactobacillus
kunkeei, L. plantarum, L. pentosus, L. fermentum, L. floricola, L. acidophilus y L.

johnsonii.

Actualmente las colonias de la abeja son amenazadas por numerosos agentes
patdgenos, incluyendo virus, hongos, bacterias, y protozoos. La Loque americana,
Nosema ssp y la Varroa ssp constituyen los patégenos mas importantes de esta
especie y aun constituyen los principales peligros de salud en la apicultura
(Genersch et al., 2006; Rosenkranz et al., 2010; Evans y Schwarz., 2011; Higes et
al., 2013).

La Loque americana es una enfermedad cosmopolita que afecta a larvas de abejas
(Apis mellifera). El organismo causante es la bacteria esporulada Paenibacillus
larvae (Audisio et al., 2011). Los signos de la enfermedad en campo se manifiestan

por la presencia de cria salteada, opérculos hundidos humedos y oscuros.

Para controlar o minimizar el efecto de esos patégenos frecuentemente las
estrategias incluyen el uso de antibidticos y pesticidas que no solamente puede
generar la resistencia de los patégenos, sino que ademas crea un desbalance de
la microbiota normal de la abeja (Miyagi et al., 2000; Evans, 2003).



Estos factores mas tarde afectan la salud del insecto alterando la orientacion y
consecuentemente reduciendo el numero de miembros de las colmenas (Barnett
et al., 2007).

Ademas, el uso de antibidticos y productos quimicos aumentan o incrementan el
riesgo de contaminacién de los productos de las colmenas porque ellos pueden
persistir en la miel y como consecuencia afectar su calidad con repercusién en la
salud del consumidor (Martel et al., 2006). Situacion que pone en riesgo la

comercializacion del producto en el mercado interno y externo.

Una alternativa ante esa problematica es el uso de microorganismos probiéticos
en la profilaxis y terapia de diversas enfermedades de los animales y el hombre
(Nava et al., 2004).Los probidticos son definidos como “microorganismos vivos
que cuando son administrados en forma adecuada al huésped producen efectos
benéficos sobre su salud” (FAO, 2006).

Las bacterias del género Lactobacillus y las levaduras han sido las mas
estudiadas con esos fines. Muchas de estas especies son habitantes importantes

del tracto intestinal del hombre y los animales.

Dentro de las fortalezas del sector apicola cubano, vinculadas con la seguridad y
la soberania alimentaria nacional, resalta el manejo integrado para el control de
las enfermedades donde se propone el control de las enfermedades trasmisibles
sin el uso de medicamentos. Esto ayuda a obtener producciones inocuas. No
obstante, es bien conocido el enorme riesgo a que se expone la cria apicola sin el
uso de esos farmacos. Una alternativa acompafante a esa politica puede ser la
manipulacion de la microbiota del tracto digestivo mediante la administracion
de probidticos para asi promover la salud intestinal del insecto, a través de una
mayor diversidad microbiana, la estabilidad de la misma, sus metabolitos y

sus interacciones con el epitelio y el sistema inmune.

Mas que en un enfoque terapéutico, este tipo de aditivos puede encontrar su
principal aplicacién en la prevencion o profilaxis de infecciones ya que su accion,
al contrario de los antibidticos, no se centra tan sélo en atacar directamente a
agentes patoégenos, sino en modular el medio ambiente gastrointestinal y, de esta

manera, reducir el riesgo de enfermedades en sinergia con el sistema defensivo
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del insecto huésped.

Existen varios investigadores que en los ultimos afos vienen trabajando con el
uso de probidticos en abejas, no obstante los estudios aun son contradictorios en

algunos casos e insuficientes en otros.

En Cuba no se dispone de estudios previos sobre el posible uso de probidticos en
la salud y produccion apicola, no basta con tener cepas aisladas de intestino de
las abejas si estas no son capaces de sobrevivir en alimentos artificiales utilizados

en su consumo.
Problema cientifico.

¢Mantienen la viabilidad las cepas de Lactobacillus ssp en alimentos artificiales

de las abejas (Jarabe)?

Hipotesis:

Los Lactobacillus ssp aislados del estbmago e intestino de abejas sanas son
capaces de mantener su viabilidad en alimento artificial de las abejas y asi poder

utilizarse como probidticos.
OBJETIVO GENERAL

Determinar la viabilidad de cepas de Lactobacillus ssp en alimentos artificiales de
las abejas (Jarabe).

OBJETIVO ESPECIFICO:

Determinar el crecimiento de cepas de Lactobacillus spp aisladas de intestino de

abejas en medio de cultivo a base sacarosa (MBS).

Evaluar la viabilidad de cepas de Lactobacillus seleccionda en el alimento artificial

(jarabe).



1. REVISION BIBLIOGRAFICA.

1.1. Apicultura. Definicion.

La apicultura es una actividad dedicada a la crianza de las abejas y a prestarles
los cuidados necesarios con el objeto de obtener y consumir los productos que
son capaces de elaborar y recolectar. El principal producto que se obtiene de esta

actividad es la miel

Etimolégicamente apicultura proviene de los términos del latin Apis (abeja),
cultura (cultivo), segun la Real Academia de la Lengua Espanola se define como

el arte de criar abejas para aprovechar sus productos.

Para Pierre Jean-Prost, ingeniero agronomo y apasionado por la apicultura, la
apicultura es la ciencia de la cria y mantenimiento de las abejas con vista a
obtener de su trabajo dirigido a la produccion de miel, cera, polen y jalea real

como principales productos del colmenar.

A todo ello se suma el beneficio producido por la actividad apicola en la agricultur
a y diversidad vegetal, producto de la funcién polinizadora que realizan estos
insectos sobre las plantas cultivadas y silvestres, mientras realizan las labores de

pecoreo o busqueda de alimento.

1.1.1 La apicultura en el contexto agricola y pecuario mundial.

Hasta mediados del siglo XVIII, en la mayoria de los paises se practicaba una
agricultura de subsistencia, hecho que cambi6 a partir del siglo pasado, bajo la
presion del desarrollo demografico y el aumento de la demanda de alimentos.
Esto obligé a redisefar (sobre todo en los paises desarrollados) los sistemas
productivos agricolas y agropecuarios por otros modernos e intensivos y a
incorporar nuevas areas agricolas, muchas de ellas con cultivos incluso
transgénicos o monocultivos no meliferos en grandes extensiones de terreno-
para producir biocombustibles o alimentos. Todos estos son dependientes de
plaguicidas que, por paradoja, también en el caso de los cultivos entomdfilos,
dependen de las abejas como agentes polinizadores (Yangari ,2008).



Estos ecosistemas productivos, agricolas o agropecuarios, tienen marcadas
diferencias que repercuten en la disponibilidad de los alimentos para las familias
de abejas y en el modo de practicar la apicultura. A su vez, los cambios en la
demanda de alimentos, modifican los sistemas productivos apicolas por otros
modernos e intensivos que dan respuesta a los nuevos contextos, como parte del
entramado de relaciones que se establecen entre los sistemas agricolas y
agropecuarios, y que hacen del hombre el principal intermediario entre el animal y

el ecosistema donde se inserta y produce.

La apicultura mundial trabaja hoy en ecosistemas que, en su mayoria, se
encuentran deteriorados por causas antrépicas. Se incluye aqui el impacto
drastico que provocan las guerras, la pérdida de flora melifera por la tala o poda
indiscriminada, la urbanizacién, los desplazamientos de asentamientos humanos
hacia areas que fueron antes de flora silvestre entomdfila, los cultivos abundantes
en flora melifera, los bosques nativos profusos en vegetacién arbdérea y
sotobosques meliferos, asi como la introduccion de especies invasoras, las

contaminaciones ambientales o la fragmentacién de los habitats naturales.

En el caso de los ecosistemas agricolas, el intenso laboreo de la tierra tiende a
reducir, y hasta destruye los nichos naturales de insectos polinizadores. De esta
forma, la agricultura intensiva se desarrolla segun modelos cada dia mas
dependientes de la apicultura moderna e intensiva (casi siempre trashumante)
con abejas meliferas, sometida a presiones y modificaciones antropicas
complejas o al limite con su existencia, que la conducen a un equilibrio precario,
de no ser racional y eficaz la intervencion del hombre como mediador entre las
colonias de abejas y los ecosistemas productivos, donde estos insectos siguen

siendo protagonistas como polinizadores. (Natalichio, 2008).

No se debe desestimar el efecto de la agricultura intensiva en la biodiversidad,
donde resulta baja la conservacion de los nutrientes por la lixiviacion del terreno y
la exportacion de las cosechas que se llevan en si el aporte de estos
componentes y el agua. Este tema es poco estudiado en lo que respecta al efecto
de este tipo de agricultura en la nutricion y el equilibrio de las abejas insertas en
estos agroecosistemas (Verde y Chan, 2005; Verde, 2014).



1.1.2. La Apicultura en el contexto agricola y pecuario cubano

En Cuba la apicultura esta incluida como una rama agropecuaria de interés para
el Ministerio de la Agricultura y se contempla entre las estrategias de desarrollo
agropecuario, respaldada por politicas que propician la cohesion del sector. Se
contribuye asi a la integracion de este con otras esferas de la sociedad:
universidades, escuelas técnicas, centros de investigacion y ministerios, entre

otro.

De igual forma el manejo integrado para el control de las enfermedades incluye el
control de las enfermedades trasmisibles sin el uso de medicamentos, ayudando

asi a obtener producciones inocuas (MINAG, Resolucion 547/2013).

La apicultura en Cuba es considerada como una actividad importante, por
constituir un recurso productivo exportable y una forma de vida que permite la
conservacion de la diversidad biologica, su explotacién esta enfocada hacia un
sistema empresarial moderno, trashumante e intensivo. El sistema de atencién a
la especie tiene como meta alcanzar el incremento sostenido de “producciones
limpias” y de calidad inobjetable, lo que so6lo es posible lograr con buenas
practicas zootécnicas y sanitarias en cada punto de la cadena productiva, para
mantener colmenas sanas y en equilibrio con el medio donde se desarrollan
(Verde y Chan, 2005; Verde, 2014). Solo con esas premisas se mantiene la
calidad exportable, segun los requisitos exigidos por los miembros de la Unién

Europea, convertidos en los mayores compradores de la miel de la Isla.

1.1.3 La apicultura. Relacién con la seguridad alimentaria

El acceso fisico, social y econémico de todas las personas, y en todo momento, a
suficientes alimentos inocuos y nutritivos para satisfacer sus necesidades
alimentarias y sus preferencias en cuanto a los alimentos, a fin de llevar una vida
activa y sana, son los rasgos que definen la seguridad alimentaria. Se habla
también de este concepto cuando se aseguran alimentos sanos al alcance de
todos (Martin y AA.VV, 2009).

En el caso de la apicultura, su vinculo con la seguridad alimentaria debe
abordarse desde diversas perspectivas: como elemento bioldgico indispensable

para asegurar con la polinizacion, la calidad y los rendimientos de los cultivos
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entomdfilos; por su impacto en la biodiversidad y el equilibrio hidrico, que a su vez
garantiza y favorece los cultivos de los alimentos que participan en la cadena
trofica del hombre, y por las producciones de alimentos que genera con la
necesaria inocuidad que deben tener para el consumo de forma directa por el

hombre.

La inocuidad de los alimentos que se consumen es una condicién inherente al
concepto de seguridad alimentaria. Los productos de la colmena tienen que
cumplir los parametros que se establecen para este fin. La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) ha sefalado reiteradamente que las enfermedades de origen
alimentario, como las toxinfecciones alimentarias (TIA) o las enfermedades
transmitidas por los alimentos (ETA) figuran entre los problemas mas acuciantes
de los sistemas de salud publica (Martin y AA.VV, 2009).

Por ello, se han establecido normas internacionales que la industria apicola

precisa cumplir para la produccion y el comercio de los alimentos.

Corresponde a los servicios veterinarios de un pais el establecimiento de
controles sanitarios en toda la cadena productiva, que permitan velar por la
ausencia de residuos quimicos, sustancias prohibidas, contaminaciones
microbiolégicas o particulas groseras en los productos de la colmena (Verde et
al., 2012).

1.2 Las Abejas (Apis mellifera).
1.2.1 Origen

La abeja doméstica o abeja melifera (Apis mellifera L.) descrita por Linneo en
1758, pertenece a la familia Apidae incluida en el orden Hymenoptera, y es la

especie de abeja con mayor distribucion a nivel mundial.

Las abejas se encuentran intimamente ligadas a la evolucion del hombre como
ser social. Presentes en la tierra hace mas 60 millones de afos, el desarrollo
evolutivo del insecto, mantuvo estrecha dependencia con el de las plantas con
flores, frutos y semillas. Existen evidencias fosiles de las abejas muy anteriores a
las del hombre. De esta relacion planta — insecto, surge la importancia ecologica y

econdmica que hoy se atribuye a la abejas. (Verde et al., 2013).



Apis mellifera o abeja melifera, es un insecto social con actividades o funciones
que estan condicionadas por la época del afio y las edades de los individuos
hembras y machos que la integran y forman las castas. Cada colonia tiene dos
castas femeninas: una reina y 25 000 a 80 000 obreras y una casta masculina,
zangano que llegan a cientos, cuando la colonia esta en fase de multiplicacién.

(Sanidad apicola, colectivo de autores, 2002).

Como caracteristicas de los insectos sociales, las colonias de abejas meliferas
poseen division del trabajo: las obreras jovenes alimentan y atienden a la reina y
las crias, las obreras mas viejas se encargan de colectar polen, néctar, propoleos,
agua y defienden a la colonia de posibles invasores. Las abejas obreras adultas
regulan la temperatura y la humedad del nido (homeostasis) asegurando valores
practicamente constantes, aun cuando varien las condiciones ambientales
externas. Cualquier variacion de estas conductas, denota pérdida de bienestar o

conducen al deterioro de la salud. (Sanidad apicola, colectivo de autores, 2002)

1.2.2 Clasificacion de las abejas melifera.

Reino: Animalia

Filo: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Hymenoptera
Suborden: Apocrita
Superfamilia: || Apoidea
Familia: Apidae
Subfamilia: Apinae

Tribu: Apini
Género: Apis
Especie: A. mellifera LINNAEUS, 1758




1.2.3 Anatomia de las abejas

Las abejas, como todos los insectos, poseen un cuerpo dividido en 3 partes:
cabeza (contiene 6rganos sensoriales), térax (posee érganos locomocion) vy
abdomen (tiene organos digestivos y de la reproduccion). Poseen un
exoesqueleto constituido por quitina. Una colonia de abejas esta integrada por 3

tipos de individuos:

» Abeja reina: posee el cuerpo mas largo y ancho que las obreras, la cabeza es
ligeramente cuadrada y, el abdomen es alargado y de forma coénica. Sus alas,
cuando estan plegadas, no alcanzan a cubrir el ultimo tercio del abdomen.
Pesa de 200 a 250 mg. La esperanza de vida de la reina es de tres o cuatro anos,
alcanzando su capacidad reproductora maxima alrededor de los dos afios.
Periédicamente y de forma natural sera sustituida por una reina mas joven con
mayor capacidad reproductora y capaz de secretar una cantidad suficiente de
feromonas reales que regulen el comportamiento de todas las abejas de la

colonia.

» Zangano: Los zanganos son individuos de mayor tamafio que las obreras vy
proceden de huevos sin fecundar (haploides). Su mision principal es fecundar a
las reinas virgenes durante el vuelo nupcial, pero también colaboran en la
termorregulacion de la colmena. Posee una cabeza casi esférica, por la
disposicion de sus ojos compuestos. El térax es fuerte y de mayor diametro que el
de las obreras y reinas; el abdomen es ancho, con la porcién terminal ligeramente
redondeada. Pesa de 180-200 mg. (Pesante, 2010.)Los zanganos no son
capaces de succionar el néctar y, por ello, mueren de hambre y frio. Como los
machos no recolectan néctar ni polen, cuando escasea el néctar, son eliminados

en cualquier época del afno.

* Obreras: son de menor tamafio que los anteriores. La cabeza es triangular, por
el menor desarrollo de los ojos compuestos. Sus alas, a diferencia de la reina,
cubren totalmente el abdomen cuando estan plegadas. Pesa de 100-130 mg.La
esperanza de vida de las obreras varia en funcion de la época del afo en la que
ocurra su nacimiento, segun los esfuerzos que realice durante su edad adulta. De
modo que las abejas que nacen durante la primavera tienen una vida util entre 25-

35 dias y, por el contrario, las que se crian a finales de verano o principios de
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otofio, pueden llegar a vivir entre seis y ocho meses (Maurizio, 1950).La ultima
fase de la vida de las obreras consiste en la busqueda y recoleccion del alimento

o también llamada pecorea.

1.2.4. Las abejas como agentes polinizadores.

La polinizacién es un proceso que permite mantener la vida vegetal en el planeta,
en donde las plantas producen semillas y frutos por medio del intercambio de
polen entre las flores. Uno de los tipos de polinizacion es la polinizacion
entomdfila, en donde insectos polinizadores trasladan el polen desde las anteras
(parte masculina de una flor) hasta los estigmas (parte femenina), ya sea de la

misma planta o de otras que se encuentren en los alrededores (Bradbear, 2005).

Las abejas meliferas (Apis mellifera L.) desempefian una funcién protagénica por
su actividad polinizadora insustituible, ante una agricultura cada vez mas moderna
e intensiva. EI hombre no puede manejar con estos fines mariposas, coledpteros,
murciélagos o pajaros. Son las abejas, populosas y dependientes de las plantas,
las que se ocupan de polinizar infinidad de cultivos que forman parte de la cadena
trofica del hombre (Verde et al., 2013).

Ecosistemas y abejas. La Ley 165 para el Convenio de las Naciones Unidas sobre
Diversidad Bioldgica (ONU 1994), en su articulo 2, define el término ecosistema
como un complejo dinamico de comunidades vegetales, animales y de
microorganismos y su medio no viviente que interacttan como una unidad

funcional. De hecho, la unidad funcional en la apicultura es la colmena.

La colmena estd formada por un conjunto de individuos (las abejas) y los
elementos organicos e inorganicos que, a manera de un complejo dinamico, a su
vez, interactua con las comunidades de elementos vegetales, animales y su

medio no viviente (Verde, 2010).

Un ecosistema es un conjunto de organismos vivos, mutuamente acoplados, que
ocupan un area como unidad reconocible en comunidad biologica con el ambiente
fisico-quimico en que se desarrollan (biotopo), integrados ambos en una unidad
estructural y funcionalmente definida, cuyos componentes mantienen no

representa nada, es efimera y sin futuro. La colonia como un todo, es la unidad
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bioldgica funcional que se relaciona y forma parte indisoluble de los ecosistemas
donde habita. Esta marcada por la conducta gregaria de esta especie.

La evoluciéon de la clase Insecta y del orden Hymenoptera, donde figuran las
abejas que habitan en los cultivos, bosques y jardines, ocurrid6 en el periodo
Jurasico, hace aproximadamente 180 millones de afos, como resultado de la
coevoluciéon de las plantas con flores, las que, al tener ovarios y estigmas
(fanerégamas y angiospermas), dependian de los insectos para poder realizar su
reproduccion (polinizacién entomdfila), hecho que a su vez determiné la evolucion
de la familia Apidae y del género Apis en el periodo del Eoceno de la era
Cenozoica o Terciaria, razones que se han documentado de manera irrefutable a

partir de hallazgos fosiles (Carpana, 2004).

De las tres subfamilias que conformaron la familia Apidae (Meliponinae, Bombinae
y Apinae), logré alcanzar mejores adaptaciones la Apinae, lo que permitié que
fuesen mas cosmopolitas. ElI género Apis consiguid mayor distribucién en el
mundo, con ecotipos de clima tropical y templado y una amplia diversidad de
subespecies. Este hecho conllevé al establecimiento de distintas razas de abejas,
como Apis mellifera o abeja negra alemana y Apis mellifera ligustica o abeja

italiana, presentes en el genofondo de la abeja criolla cubana (ACPA, 2010).

Las abejas africanas, que se trabajaban en regiones del Africa, solo adquirieron
interés econdmico y social cuando se introdujeron por el hombre en América y se
cruzan con las razas locales, lo que origind un hibrido que se expandié por todo el

continente.

Todas presentan caracteristicas anatéomicas, fisioldgicas y conductuales que las
hacen dependientes de las plantas: necesitan del polen y del néctar para
alimentarse, reproducirse y mantener sus crias. Precisan de las resinas
(propdleos) para impermeabilizar y proteger sanitariamente a la colonia. Son
como “mecanismos perfectos”, disefiados por la naturaleza para la polinizaciéon
(ACPA, 2010).

El hombre aparecié6 mucho después que la abeja. La abeja no cambid, solo
realizd adaptaciones a los diversos habitats y modificé sus respuestas

conductuales, como opcion adaptativa ante los disimiles cambios que el hombre
11



fue imponiendo al insecto para cubrir sus necesidades productivas o por la

transformacién que hizo y hace de los ecosistemas y escenarios productivos.

La evolucién de los insectos, las plantas entomdfilas y las abejas se estima,
aproximadamente, en 50 millones de anos. Los hominidos, es decir, la familia a la
que pertenece la especie humana (Homos sapiens), ha dejado evidencias fésiles
que no van mas alla de los 600 000 afios. El hombre reconocié a la abeja y con
ella, la miel como alimento dulce, mucho después que esta hubiera asumido la
importante funciéon de la polinizacion, principal contribucion del insecto como
dinamizador de la diversidad biolégica y del equilibrio de los ecosistemas.
(Carpana, 2004)

Las abejas aseguran 65 % de la reproduccion de las plantas, representan 20 %
de las 100 000 especies de insectos que se incluyen en la clase Insecta y el orden
Hymenoptera. Dependen de las flores para subsistir, y muchas de las especies
vegetales que para su reproduccién y supervivencia dependen del género Apis,

integran la cadena alimentaria del hombre (Carpana, 2004)

De las 100 especies de vegetales que proveen 90 % de los abastecimientos de

alimento en 146 paises, 71 son polinizadas por las abejas, mientras que 80 %

de las especies de plantas silvestres son fecundadas por insectos. Sin abejas no
hay polinizacion. Sin polinizacion no hay semillas. Sin semillas no hay frutos ni
rendimientos de los cultivos entomdfilos ni alimentos suficientes para los animales
y el hombre. Se romperia la cadena trofica, desaparecerian especies de plantas y
animales, se afectaria el ciclo del agua y el hambre y la desertificacion se

aduefarian de nuestros campos (Yangari, 2008).

La polinizacion por abejas representa entre 73 y 88 % de la polinizacion
entomdégama (entomdfila), mientras que a otros himendpteros (abejorros, abejas
solitarias, entre otros) se les atribuye de 6 a 21 %. Al resto de los insectos solo
corresponde entre 6 y 14 %. De las abejas depende la supervivencia y evolucién
de mas del 80 % de las especies vegetales del planeta. Cada afo, las abejas
meliferas polinizan plantas y plantaciones con valor estimado en 40 billones de

dolares, mas de un tercio de la producciéon de alimentos en muchos paises. En
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Europa, 84% de la produccion de las especies cultivadas dependen directamente
de la polinizacion entomofila (APITRACK, 2008 y Noticias Api News, 2013).

En la agricultura, las abejas aseguran practicamente la produccion de todas las
especies de frutales y citricos (aguacate, mango, limoén, naranja, mandarina) y las
cucurbitaceas (calabaza, meldén de Castilla, sandia o “melon de agua”, pepino,
entre otros). También intervienen en las producciones de fresa, manzana,
durazno, cereza, cebolla, tomate, pimiento, quimbombd, berenjena, habichuela,
frijoles, pera, kiwi, alfalfa, trébol, girasol, algodén, cartamo, soya, especies de

palmas, mora blanca y ciruelos, cerezos, entre otros (Demedio et al., 2011).

1.2.5 Patégenos que afectan a las abejas meliferas en Cuba.

El estado sanitario de las colmenas es tanto mas satisfactorio cuando mejor se
adapten a los factores ecoldgicos. La adaptacion incompleta se manifiesta por la
disminucion del rendimiento y por la predisposicion a las enfermedades. Uno de
los factores que interviene en el desencadenamiento de las enfermedades apicola
es la escasez de alimentos cuando la floracion disminuye, siendo necesario
realizar traslados de colmenas a las zonas costeras y/o suministrar alimentos a
las abejas. Este cambio para la familia de abejas es un factor importante para el
surgimiento de las enfermedades. Otro aspecto del problema ecoldgico se refiere
a la productividad del medio y sus relaciones con el ciclo biolégico de las abejas.
La produccién es ciclica y muy variable de un lugar a otro, no es ilimitada, todo lo

qgue actua sobre la produccion lo hace también sobre las abejas.

De acuerdo a los reportes de Verde et al., 2013), las principales enfermedades

involucradas en la salud apicola en Cuba son:

e [Loque americana (Paenibacillus larvae)
e Loque europea (Paenibacillus alvei)

e Nosemosis Nosema apis

e Varroosis Varroa destructor

e Acarapisosis

13



1.2.6 Inmunidad de las abejas.

La division del sistema inmune de los insectos en humoral y celular la podemos
considerar como clasica. Los humores son liquidos y obviamente la hemolinfa es
un liquido que funciona como un sistema de transporte de diferentes compuestos
(moléculas), en el que también podemos encontrar varios tipos celulares que se

denominan hemocitos (Padilla et al.; 2009).

La base del sistema inmune de las abejas se encuentra en la informacion
almacenada en los genes, por lo tanto para hablar de este tema tenemos que ir a
un nivel gendmico y estudiar diferentes genes para conocer cOmo se expresan
(Evans et al.; 2006, Wilson-Rich et al.; 2008). Recientemente se ha identificado un
gen en abejas que tiene un papel preponderante en la codificacion de la
respuesta ante patogenos.

En la hemolinfa de las abejas viajan diferentes moléculas y compuestos que
pueden atacar a los agentes patdgenos y que reciben el nombre de respuesta
humoral. Dicha respuesta humoral esta formada por los siguientes sistemas: (1)
péptidos y proteinas antimicrobiales, (2) sistema de la fenoloxidasa, (3) cascadas
enzimaticas que regulan la mecanizacion y coagulacion de la hemolinfa y (4)
produccion de reactivos intermedios de oxigeno y nitrégeno (Lavine y Strand,
2002).

De igual forma se describe en las abejas una inmunidad social, conocido como
desparasitaciéon o “grooming”, el mismo consiste en la retirada de objetos o

patdgenos de si mismo o de un companero (Padilla et al., 2009).

Comunidad microbiana intestinal de la abeja melifera y su rol en la salud de la

colmena.

En las abejas el intestino constituye el primer lugar donde se verifica el proceso
de digestion del alimento, asi como el sitio donde pueden instaurarse una serie de
patdgenos, incluyendo el Paenibacillus larvae (Graaf et al., 2013), Ascosphaera
apis (Jensen et al., 2013) Nosema ceranae (Fries et al., 2013), y probablemente
muchas otras enfermedades virales (Miranda et al., 2013).
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Los estudios sobre la biologia de los microorganismos del tracto intestinal se han
incrementado progresivamente, reconociendo su papel benéfico en muchos
aspectos de la salud de los animales, animales tan diversos como mamiferos e
insectos. El papel de microbios simbidticos del intestino en la digestion, la
resistencia a enfermedad contagiosa, y la salud en general de las abejas
meliferas puede verse expresada tanto en lo individual como a nivel de toda la
colonia, es un area en la que aun se necesita seguir investigando para su

esclarecimiento (Engel,2013).

Las abejas meliferas posen una alta especificidad de la comunidad microbiota
intestinal, componiéndose por alrededor de 8 filotipos especifico de
microorganismos que no provienen desde el alimento (Martinson et al., 2011,
Moran et al., 2012).

Dado la dificultad de discernir entre especies en lo que se refiere a bacterias,
cada “grupo” puede representar actualmente uno o mas especies. No obstante,
estos grupos son validos ya que consisten en clones filogenéticos bien definidos,
y las bacterias dentro de cada clones son encontrados en colaboracién con
abejas y no con otros animales o fuentes medioambientales (Martinson et al.,
2011; Ahn et al., 2012; McFrederick et al., 2012).

Las bacterias de cada uno de estos grupos pueden ser cultivadas en los medios
microbiolégicos estandares y bajo condiciones correctas de crecimiento.
Recientes estudios sobre aislamientos han corroborado los reportes que
sustentan el predominio de una microbiota mayoritaria (Olofsson y Vasquez,
2008; Engel et al., 2012; Tian et al., 2012; Vasquez et al., 2012; Kwong y Moran,
2013). Mediante la combinacion de cultivos de bajo crecimiento- el analisis de
comunidades independientes de bacterias y la fortaleza de las técnicas
moleculares disponibles se pueden llegar a un riguroso estudio de la microbiota

de las abejas y sus asociaciones.

1.2.7 Géneros predominantes de la microbiota del tracto gastrointestinal de
las abejas meliferas.

Género Snodgrassella. Crecen en presencia de CO, (5%), a temperatura entre

35-37 °C, pudiéndose cultivar en Triptona Soya Agar y Agar Infusion de Corazén
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(Kwong y Moran, 2013). Forman colonias aisladas blanquecinas, diametro de

1mm. en. Son Gram positivos en forma de barra y poco moviles

Género Gilliamella. Tienen condiciones Optimas de crecimiento iguales al
Género Snodgrassella, las colonias redondas blancas, 2,5 mm de diametro. Son
Gram positivos en forma de barra y no moviles, puede formar cadenas de
filamento. Es negativa para catalasa, reduccién de nitrato y oxidasa (Kwong y
Moran, 2013).

Género Frischella. Crecen en presencia de CO; (5%) o anaerobiosis, a
temperatura entre 35-37 °C, en los mismos medios que los géneros anteriores. Es
anaerobia facultativa, pero no crece en condiciones completamente aerdbicas
(Engel et al., 2013). Forma colonias planas, semitransparentes de 1mm diametro.
Las células son en forma de barra y pueden formar filamentos o cadenas.
Frischella puede obtener carbén a través de la fermentacion de glucosa, fructosa,
y mannosa. Son Gram negativo, catalasa positiva y negativa para la reduccion de

nitrato y oxidasa. (Engel et al., 2013).

Género Bifidobacterium. Crecen en atmosferas aerdbica o anaerdbica e
temperatura de 37 °C. Pudiendo cultivarse en Agar Sangre y medio MRS
(Bottacini et al., 2012).Bifidobacterium es tipicamente anaerobio o
microaerofilicos; sin embargo, cepas aisladas del intestino de la abeja han
mostrado crecimiento en aerobiosis (Bottacini et al., 2012). Bifidobacterium de
intestino de abejas es catalasa negativa, no forman esporas, son Gram positivos y
producen acido lactico y acético (Olofsson y Vasquez, 2008).

Género Lactobacillus. Las células del género Lactobacillus puede variar desde
largos y delgado bacilos a cortos coco bacilos. (Hammes y Hertel, 2009). Las
morfologias de la colonia también varian, pero son tipicamente convexas, lisas,
opaco y sin pigmento (Hammes y Hertel, 2009).Los Lactobacillus asociados con
las abejas son Gram positivos, catalasa negativo, no esporulado y producen acido
lactico por homofermentacion (Olofsson y Vasquez, 2008). El Lactobacillus
kunkeei SS70 Clade es fructofilico, utilizando preferentemente fructosa sobre

glucosa como fuente de carbon (Neveling et al., 2012).
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Las especies de Lactobacillus son ubicuas en la naturaleza y son comunmente
encontradas en asociacion con muchos animales, plantas y productos

alimenticios.

Los Lactobacillus son ampliamente considerado como probiético, a partir de que
su presencia es beneficiosa para la salud del organismo huésped (Kleerebezem y
Vaughan, 2009). Los Lactobacillus asociada a las abejas se incluyen en dos
clases principales, “Firm-4” y “Firm-5" (Babriendier et al., 2007; Martinson et al.,
2011; Moran et al.,, 2012). Estos clades son soélo parientes lejanos de otro
Lactobacillus, con identidades de 16S rRNA ~ 90 % (Olofsson y Vasquez, 2008;
Vasquez et al., 2012), y asi eventualmente pueden ser clasificado como especies

nuevas.

Otras especies, L. kunkeei SS70, pueden ser la cepa de Lactobacillus mas
frecuentemente recuperada en experimentos de aislamientos o cultivos (Tajabadi
et al., 2011; Vasquez et al., 2012; Neveling et al., 2012). Sin embargo, estudios de
cultivos independientes muestran que “Firm-4” y “Firm-5" son los lactobacillus
dominantes en el intestino de la abeja, no L. kunkeei SS70 (Moran et al., 2012;
Ahn et al., 2012). L. kunkeei SS70 también ha sido encontrada en flores (Neveling
et al., 2012) y el vino (Edwards et al., 1998), sugiriendo que pueden tener otro
habitat natural fuera del intestino de la abeja (McFrederick et al., 2012).
Lactobacillus es el grupo mas abundante en el intestino de la abeja y se ha
estimado que comprende de 20-99 % de bacterias en las obreras individuales
(Moran et al., 2012).

1.3 Probidtico

1.3.1 Evolucién y definiciéon del término probidtico.

El cientifico Elie Metchnikoff en el afio 1907, evidenci6 beneficios en el proceso de
fermentacién de la leche, tras notar que los lactobacilos convertian la lactosa en
acido lactico, por ende la acidez generada creaba un ambiente hostil para las
bacterias patdgenas. De esta manera, defendidé la importancia de la dieta en la
salud, tras proveer proteccion frente a patégenos y asi mejorar la calidad de vida.
(Fooks et al., 2002)
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El médico pediatra francés Henry Tissier, destacd la importancia de las
bifidobacterias, al notar la baja cantidad en niflos con episodios diarreicos, no asi
en niAos sanos, en quienes encontraba una cantidad significativa, con esta
investigacion postuld que la administracion de bifidobacterias a pacientes con

diarrea podria ayudar a restaurar su flora intestinal. (Fooks et al., 2002)

Lilly y Stilwell en 1965, introdujeron por primera vez el término “probiético”
refiriendo que son “Sustancias secretadas por un organismo y capaces de

estimular el crecimiento de otro®. (Fooks et al., 2002)

Parker en 1974 definid a los probiéticos como “organismos y sustancias que

contribuyen al balance microbiano intestinal”. (Fooks et al., 2002)

Fuller en 1989 postulé a los probidticos como “suplementos microbianos que
influyen beneficiosamente en el huésped animal mejorando su balance

microbiano”. (Fooks et al., 2002)

Salminem en 1998 posteriormente, conceptualizé a los probidticos como
“‘Alimentos que contienen bacterias vivas las cuales son beneficiosas para la
salud”. (Green et al., 2009)

Con la consecuente investigacion en torno al tema y teniendo en cuenta los
postulados y las definiciones anteriormente enunciadas, se ha ampliado y
actualizado el concepto que se tiene de probidticos, como un producto que
contiene un numero suficiente de microorganismos vivos, puros o mixtos, con un
efecto beneficioso sobre la salud, a través de una alteracion positiva de la

microbiota por colonizacion del intestino.

En el afio 2002, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) defini6 los probiéticos
como Microorganismos vivos que, cuando son suministrados en cantidades
adecuadas, promueven beneficios en la salud del organismo hospedador.
(Rodriguez et al., 2012)
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1.3.2 Trabajo con Probioticos.

En esa linea de trabajo a nivel mundial se viene trabajando en la manipulacién de
la flora intestinal en diversas especies de animales y mas recientemente también

en las abejas.

La microbiota del tracto digestivo de las abejas es muy variada y esta asociada al
tipo de alimentacion que tengan las colmenas, el sistema de explotacion y la
estacionalidad (Rousseau et al.; 1969; Gilliam y Morton, 1978; Gilliam y Prest,
1987; Mohr y Tebbe, 2006).

Las abejas meliferas posen una alta especificidad de la comunidad microbiota
intestinal, componiéndose por alrededor de 8 filotipos especifico de
microorganismos que no provienen desde el alimento (Martinson et al., 2011,
Moran et al., 2012).

La presencia de bacterias acido lacticas (probioticos) en el tracto digestivo de las
abejas meliferas y su vinculacion con la salud y produccién ha sido menos
estudiada que en los animales mayores; resaltan su papel benéfico (Scardovi y
Trovatelli, 1969; Rada et al.1997; Gilliam, 1997; Jeyaprakash et al.; 2003;
Kacaniova et al.; 2004 Babendreier et al.; 2007; Olofsson y Vasquez (2008),
Patruica y Mot 2012, Patruica et al 2012)

Dentro de los mecanismos de accidn mas estudiados de los probidticos se
mencionan la estimulacion del sistema inmune, competencia por la adhesion,
produccion de sustancias antimicrobianas, y la neutralizacion de enterotoxinas y
sustancias aminicas; acciones que sustentan los resultados benéficos alcanzados
en el uso de probidticos en abejas (Vasquez et al.; 2008, Audisioet al.; 2011,
Tajabadi et al.; 2013; Chahbar Nora y Mahamed, 2014). Otro de los mecanismos
de accion de los probiodticos, es su rol en la digestion y absorcion de nutrientes

(Intriago y Jones ,1993).

En Cuba el sistema de produccion apicola se encamina a lograr buenas practicas
zootécnicas y sanitarias en cada punto de la cadena productiva, para mantener
colmenas sanas y en equilibrio con el medio donde se desarrollan (Verde y Chan,

2005; Verde 2014), sin tener que recurrir al uso de productos quimicos como los
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antibidticos como regula el sistema de Control de Salud de Cuba (Resolucion
547/2013).

El empleo de probidtico dentro de esta misma linea de trabajo como terapia no
farmacoldgica para la prevencion de algunas deficiencias sanitarias de origen
microbiano permitiria mantener e incrementar la produccion de alimentos de
manera sustentable y agroecoldgica. Los indicadores higiénico-sanitarios se
mejorarian en la colonia completa a partir diversos mecanismos de accién de los
probioticos; los cuales funcionan como una barrera de defensa profilactica contra

los patdgenas de este insecto (Audisio et al.; 2015).

El uso de probidticos en la salud y produccién animal en Cuba se ha centrado en
su mayoria en estudios sobre animales mayores y menores (bovinos, cerdos,
aves, conejos); (Hernandez et al., 1998, Brizuela et al., 2001, Garcia et al.,2005,
Garcia et al.,2008, Rondén et al.,2008, Rodriguez et al.,2009; Ferreira et al.,2011;
Sanchez et al.,2011a, Milian Grethel et al., 2013; Delgado et al., 2014;Sanchez y
Tromps 2014;Marin ,2010, Garcia Yaneisy y Garcia Yanelys, 2015,) y en menor
medida en otras especies (Fonticiella ,2005; Sanchez et al.,2013), pero ninguno

de ellos, ha estado vinculado al uso en abejas meliferas.
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2. MATERIALES Y METODOS.

2.1 Ubicacion del experimento

La investigacion se realizé en el Laboratorio de Referencia para Investigaciones y
Salud Apicola (LARISA), Sancti Spiritus; perteneciente a la Unidad de
Laboratorios Centrales de Sanidad Agropecuaria del MINAG, Cuba. Los ensayos
se desarrollaron entre los meses de noviembre- abril 2017.

2.2. Diseino Experimental

Se trabajé un disefio experimental con 2 grupos problema y 1 testigo,
representando cada grupo experimental condiciones de concentraciéon de

sacarosa diferente.

La variable independiente fue la concentracion de sacarosa y la variable
dependiente, el crecimiento de las cepas BAL en el Jarabe. El producto final se

compard con un patron: jarabe sin inocular.

2.3. Métodos y técnicas de la investigacion.

2.3.1 Cepas

Las cepas a utilizar en los ensayos pertenecian al banco de cepas de
Lactobacillus ssp del Laboratorio de Referencia para Investigaciones y Salud
Apicola (LARISA) y el Departamento de Medicina Veterinaria de la Universidad de
Sancti Spiritus “José Marti Pérez”. Las cepas fueron aisladas previamente del
intestino y estdmago de abejas sanas.
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2.3.2 Preparacion del Medio Man Rogosa Sharpe (MRS).

Composicion:

Reactivos Cantidad
Pectona 10g/ L
Extracto de sustancia 59/ L
Extracto de Levadura 59/ L
D(+) Glucosa 209/l
Hidrégeno de Potasio Fosfato 29/l
Hidrogeno de Amonio y Citrato 29/l
Acetato de Sodio 59/l
Sulfato de Magnesio 0,019/
Sulfato de Manganeso 0,054/l
Agar 12g/l
Final pH 6.5 +/- 0,2 al 25-c
Indicaciones

Suspender 61,15 g en 1000 ml de agua destilada conteniendo 1 ml polysorbate 80

(TEEN® 80; Sigma P 8074). Hervir para disolver el medio completamente y

mezclar rigurosamente esterilizado en la autoclave a una presién de 15 Ib (121°C)

por 15 minutos. Es necesario ajustar el PH con acido acético antes de la

esterilizacion.

2.3.3 Preparacion del inéculo:

Los cultivos puros fueron inoculados en caldo MRS e incubados entre 18-20 h en

condiciones de aerobiosis. La concentracién final fue entre 1x10°UFC/mL vy

1x108UFC/mL.
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2.3.4 Capacidad de crecimiento de las cepas en medio de cultivo base
sacarosa.

Para comprobar el crecimiento de las BAL en el medio de cultivo base Sacarosa

(MBS) se confecciond el medio con la siguiente composicion:

Reactivos Cantidad
Peptona bacteriolégica 10g
Tween 80 1,08 mL
Extracto de levadura 5g
Sacarosa 20g
Agua Destilada 1000 mL

Todos los componentes se diluyeron en agua destilada, se ajusté a pH 6.5 y
fueron distribuidos en tubos de cultivos de 15 mL a razén de 9 mL por tubo,
colocando en el interior de los mismos los tubos Durhans para determinar la
produccion de gas (la cantidad del medio en el tubo debe cubrir la altura del tubo
Durhans). La esterilizacion fue a 121°C durante 15 min.

Una vez preparado el medio MBS se inoculé 0.1 mL de cada cultivo fresco. La

incubacién fue en condiciones de aerobiosis por 72 h.

Después de la incubacion se comprobd el crecimiento de las cepas y la
produccion de gas. Se valord las cepas de mejor comportamiento para los

siguientes analisis:

2.4 Crecimiento de las cepas en alimento artificial (jarabe).

2.4.1 Preparacion del jarabe.

El jarabe utilizado como alimentacion artificial en las colmenas fue elaborado en

dos variantes:
Jarabe 1. Una parte de azucar cruda y una parte de agua (50% c/u).

Jarabe 2: Se tomaron 125 g de azucar cruda /litro de agua (Audisio y Benitez-

Ahrendts, 2011). En ambos casos fueron hervidas durante diez min,
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descartandose el sobrenadante; luego de enfriarse se ajust6 a pH 6 y
dispensadas en tubos de ensayo bajo condiciones de esterilidad a razén de 9 mL.

2.4.2 Inoculacién del Jarabe:

Para la inoculacion a cada tubo de jarabe con 9,9 mL se le afadié 0,1mL del
in6culo fresco. Las diferentes variantes de jarabe y el grupo control se mantuvo a
temperatura ambiente en condiciones de aerobiosis. Se utilizaron tubos de control

que contenian solamente el jarabe. Se trabajoé por duplicado.

2.4.3 Viabilidad de las cepas seleccionadas en el alimento artificial (jarabe).

Para estudiar la viabilidad de las cepas seleccionadas en jarabes de sacarosa
utilizados habitualmente para alimentar a abejas (Apis mellifera) en produccién, se

utilizé la técnica del recuento en placa (RP).

2.4.4 Recuento en Placa (RP).

Para la preparacion de las muestras se tomé de cultivos frescos (incubacion 24 h)
0,1 mL y se inoculdé en 9,9 mL de Solucion Salina Peptonada (SSP) pH 6,5 y
mediante dilucion seriada se llegé hasta la dilucién 10™. De las diluciones 102 10°
3 y 10 se transfirié a la superficie de placas Petri que contenian el medio MRS
solidificado 0.1 mL el cual fue expandido en la superficie auxiliado por una
espatula de Drigalski. La incubacion se realizé en condiciones de anaerobiosis por

periodo de 72 h. Se trabajo por duplicado. (Figura 1)
Interpretacion.

La presencia de coagulacion al invertir el tubo se considerara como reaccion
positiva. Como cepa testigo se utilizé el L. acidhophilus. Se trabajé en cada caso

por duplicado.

El porcentaje de crecimiento en este método fue calculado mediante la siguiente
ecuacion: % C = Log UFC N4/ Log UFC Ny x100. Donde N1 representa el total de
células viables después del periodo de incubacién del jarabe y Ny el numero

inicial de microorganismos inoculados (Bao et al., 2010).
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2.5 Analisis de datos.

Los datos de los indicadores fueron organizados en Tablas y Figuras. Se realizo

un analisis estadistico mediante la prueba T para grupos independientes,

considerando en todas los casos nivel de significacién de 5%.

Tml 1 ml 1ml 1ml

Tml 1ml

0.1 ml
' R Y P N e o

SHSISISISISNS

Tml

Cultivo Jarabe 1

Caldo MRS (pH 6.5) 50/50

Incub. 24 horas 9.9 mL pH.6

Solucién Salina Peptonada

(pH 6.5) 9 mL

Método Recuento en Placa

Medio de Cultivo:
Agar MRS (pH6.5)

0.1mL

0.1mL

0.1mL

9
9

Figura 1. Métodos de siembra microbiologica

oNe
oNe

UUUUUUU

Incubar
24-48-72

25




3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1 Crecimiento y produccion de gas de las BAL en el Medio Base con
Sacarosa

En la tabla 1 aparecen los resultados del crecimiento de las diferentes cepas de
BAL en el Medio base, pudiéndose observar que excepto Fructobacillus fructosus
SS66, el resto de las cepas presentan crecimiento débil y abundante (80% de las
cepas), con mejor comportamiento L. rhamnosus SS73 que llega a formar

grumos. Ninguna de las cepas produjo gas.

Tabla 3.1. Crecimiento y produccion de gas de las BAL en el Medio Base con

Sacarosa (24 h de incubacion).

Crecimiento .y
Produccion de

Cepas

(Turbidez) gas
Fructobacillus fructosus (66) + -
Lactobacillus kunkeei (70) ++ -
Fructobacillus fructosus (72) +++ -
Lactobacillus rhamnosus (73) F* .
Lactococcus garvieae (79) +++ -

Referencias: - Ausencia de crecimiento; + Crecimiento muy débil; ++ Crecimiento

débil; +++ Crecimiento abundante. *Formacion de grumos.

Una diferencia destacada entre subgrupos de las BAL es la naturaleza de sus
productos finales, formados durante la fermentacion de los azucares (Madigan et
al., 2004). La BAL pueden ser consideradas como homo- o heterofermentativas,
dependiendo de cdomo fermenten los azucares (hexosas y pentosas) en
condiciones de crecimiento. Las BAL homofermentativas usan la glucolisis via
Embden-Mayerhof- Parnas (EMP), resultando el acido lactico como el producto

final.

Las BAL son muy exigentes en su nutricion al requerir una gran cantidad de
factores nutritivos (aminoacidos, bases nitrogenadas, algunas vitaminas

principalmente del grupo B y fuentes de carbono).
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La mayor parte de las BAL obtienen energia solo del metabolismo de los azucares
y compuestos relacionados fermentables, por lo cual su desarrollo esta restringido
a ambientes ricos en azucares (Leveau y Bouxi, 2000; Madigan et al., 2004)

Moreno (2012), en estudio sobre aislamiento y seleccidén de Lactobacillus ssp con
potencial probidtico a partir de pan de abejas encontrd, basados en la tabla de
identificacion del sistema API®50 CHL que L. kunkeei era fermentador de
glucosa, fructosa y sacarosa, germen que mostro similitud con el Lactobacillus

delbrueckii ssp quien fermentd los mismos carbohidratos.

3.2 Viabilidad y porciento de crecimiento en el L. rhamnosus SS73 en
jarabes de sacarosa

En el estudio de viabilidad de las cepas seleccionadas en jarabes de sacarosa
utilizados habitualmente para alimentar a las abejas en produccién (tabla 3.2) se
pudo observar que a los 7 dias, Lactobacillus rhamnosus SS73 en el jarabe 1
mediante la técnica de recuento en placa mostré un incremento del numero de
microorganismos, con un porciento de crecimiento del 104 % (fig. 2). En el jarabe
2, para la técnica nombrada anteriormente se observd un nivel de supervivencia

del 110 %. A los 14 dias no se aprecio viabilidad de la cepa en estudio.

Tabla 3.2. Viabilidad de Lactobacillus rhamnosus SS73 en jarabes de sacarosa.

L. rhamnosus (73)

Tiempos dias Jarabe 1 Jarabe 2
Media DS Media DS
N (Log1oUFC/mL) N  (Log1UFC/mL)
TO 6 6,26° 127 6 6,61° ,058
T7 9 6,51° 094 9 7,33 ,076

Referencias: J1= jarabe de sacarosa 50% p/v. J2=jarabe de sacarosa 12,5% p/v.
Letras desiguales en la misma columna difieren significativamente (P< 0.05) entre

Si.

27



111

110

110

109

108

107
106

105

104

104 -

103 -

102 -

101 -~

Jarabe 1 Jarabe 2

Figura 2. Porciento de crecimiento de L. rhamnosus SS73 en jarabes de

sacarosa.

3.3 Viabilidad y porciento de crecimiento en el L. kunkeei SS73 en jarabes de
sacarosa

Cuando observamos en la tabla 3.4 el resultado de Lactobacillus kunkeei SS70 en
jarabes de sacarosa, se apreci6 viabilidad hasta los 21 dias en ambos tipos de
jarabe, encontrandose diferencias significativas entre los conteos a los diferentes
momentos de recuento. No obstante, en el J1 el porciento de crecimiento se
mantuvo por encima del 70 % hasta los 21 d, mientras que en el J2 descendid
drasticamente de los 7d a los 14 d (fig. 3). En todos los caso existid diferencias

significativas entre los conteos.

Tabla 3.4. Viabilidad de Lactobacillus kunkeei SS70 en jarabes de sacarosa.

L. kunkeei (70)
Tiempos dias Jarabe 1 Jarabe 2
Media DS Media DS
N (Log1oUFC/mL) N | (LogioUFC/mL)

T0 6 6,52° ,055 6 6,63° ,062
T7 6 5,14° 058 | 6 7,20° ,106
T14 6 7,30° ,159 3 2,91° ,080
T21 6 5,29 ¢ ,137 0 0

Referencias: J1= jarabe de sacarosa 50% p/v. J2=jarabe de sacarosa 12,5% pl/v.
Letras desiguales en la misma columna difieren significativamente (P< 0.05) entre

Si.
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Figura 3. Porcientos de crecimiento de Lactobacillus kunkeei SS73 en Jarabe 1y
2.

El analisis realizado entre los diferentes conteos de ambas cepas (tabla 3.5), se
pudo comprobar que no mostraron diferencias significativas, aunque se ve

favorecido Lactobacillus rhamnosus SS73

Tabla 3.5. Comparacion de la viabilidad de Lactobacillus kunkeei SS70 vs

Lactobacillus rhamnosus SS73 en jarabes de sacarosa.

Media
Cepas N (Log1oUFC/mL) DS
L. rhamnosus 15 6,412 ,162
L. kunkeei 24 6,06° ,917

Letras desiguales en la misma columna difieren significativamente (P< 0.05) entre

Si.

La supervivencia de las abejas meliferas depende del funcionamiento exitoso de
sus mecanismos de defensa frente a los diferentes microorganismos patégenos.
En la flora bacteriana indigena del intestino predominan las bacterias acido
lacticas quienes juegan un rol importante en la proteccidn de abejas y otros
insectos contra la colonizacion de agentes patégenos y en el control del
crecimiento de microorganismos indeseables (Wilson et al., 2005; Audisio et
al.,2011).

Ptaszynska et al., (2016,) en estudio sobre evaluacion de la supervivencia de L.

rhamnosus (73) en concentracion de sirope al 56.56 %(v/v), destinado a la
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alimentacion de las abejas meliferas, encontro viabilidad de la cepa probidtica
pasada las 96 h de incubacién a 30 ° C y humedad de 60 %. En nuestro estudio
se incubd en condiciones semejantes y se encontré supervivencia de ambas

cepas alos 7 d (168 h) de incubacion.

Es bien conocido que la sacarosa, en concentraciones altas, induce a stress
osmotico en la pared celular, conectada con la pérdida de agua de la membrana y
las proteinas, aunque en concentraciones bajas, se convierte en osmoprotectora.

(Beney y Gervais 2001; Tymczyszyn et al.,2007; Randazzo et al.,2013).

El sirope de sacarosa ha sido utilizado como vehiculo para hacer llegar bacterias
probioticas a las abejas, manejandose concentraciones similares a las utilizadas
en el trabajo, refiriéndose concentraciones finales de 1x10° cfu/ml (Audisio y
Benitez-Ahrendts, 2011), niveles que estan por debajo del alcanzado por las
cepas L. kunkeei SS70 y L. rhamnosus SS73 a los 7d de incubacidon en este

estudio.

En los métodos anteriores se determina el numero de células totales, pero en
muchos casos unicamente interesa contar células viables. Se define como célula
viable, aquella célula que es capaz de dividirse y forma una progenie y la manera
usual para realizar un recuento de células viables es determinando el numero de
células en la muestra, capaces de formar colonias sobre un medio de cultivo

sélido (agar) y esto se conoce como recuento en placa. (Tortora et al., 2007)

En este procedimiento se realizan diluciones seriadas de la muestra y se inoculan
pequefios volumenes conocidos, de cada una de las diluciones, en placas de Petri
conteniendo un medio sélido adecuado estéril y se extiende con una varilla de
vidrio (método de siembra en placa por extension o diseminacion) o en placas de
Petri estériles a las cuales se les adiciona un medio s6lido fundido y enfriado a
45°C y se mezclan bien (método de siembra por incorporacién o de vertido en
placa), luego se incuban en las condiciones Optimas hasta que aparezcan las
colonias correspondientes. Se asume que cada colonia proviene de la divisidon
sucesiva de una sola célula, conociendo el volumen sembrado y la dilucion de la
cual proviene y contando el numero de colonias en la placa correspondiente se

puede calcular el numero de células viables en la muestra. (Tortora et al., 2007)

30


http://link.springer.com/article/10.1007/s00436-015-4761-z
http://link.springer.com/article/10.1007/s00436-015-4761-z
http://link.springer.com/article/10.1007/s00436-015-4761-z

Debido a que es dificil saber si una sola bacteria dio origen a una colonia, se
expresa usualmente el numero de células viables como unidades formadoras de
colonias (UFC). Para realizar el recuento se seleccionan las placas de la que
contengan entre 25 y 250 -colonias frecuentemente, y con resultados
satisfactorios, para la estimacion de las poblaciones bacterianas en la leche,
agua, y otros productos. Es facil de realizar y se adapta a la medicion de

poblaciones de cualquier densidad. (Prescott et al., 1999)
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4. CONCLUSIONES
Se concluye que las BAL crecen en Medio Base Sacarosa (MBS) sin produccién

de gas.

Lactobacillus kunkeei SS70 y Lactobacillus rhamnosus SS73 mantienen viabilidad
en los jarabes ensayados hasta los 7 dias.

Lactobacillus rhamnosus SS73 mostré mejor % de crecimiento en el Jarabe 2 y

Lactobacillus kunkeei SS70 en el Jarabe 1.
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5. RECOMENDACIONES

Evaluar la viabilidad del Lactobacillus kunkeei después de los 21 dias en el jarabe

Extender mediante la metodologia desarrollada la investigacion de otros
Lactobacillus aislados del intestino de las abejas.

Realizar estudios in vivo para comprobar la palatabilidad del jarabe en la

alimentacion artificial de las abejas.
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	SÍNTESIS

	El presente trabajo se realizó en el Laboratorio de Referencia para Investigaciones y Salud Apícola (LARISA), Sancti Spíritus; entre los meses de noviembre- abril 2017. El trabajo tuvo como objetivo determinar la viabilidad de cepas de Lactobacillus ssp en alimentos artificiales de las abejas (Jarabe-J). El diseño experimental incluyó 2 grupos problema y 1 testigo, representando cada grupo experimental concentración de sacarosa diferente, (J1 125 g de azúcar cruda /litro de agua y J2 50 % (v/v). Inicialmente se determinó el crecimiento y producción de gas de cepas de Lactobacillus spp aisladas de intestino de abejas en medio de cultivo base sacarosa (MBS), incubando las cepas a 37 °C durante 24 h. La viabilidad en el jarabe de las cepas seleccionadas Lactobacillus kunkeei SS70 y Lactobacillus rhamnosus SS73 fue determinada mediante el método de las diluciones con recuento en placa de unidades formadoras de colonias por mililitro de jarabe (UFC/mL). Se obtuvo como resultado que de las cinco cepas evaluadas ninguna produjo gas en Medio Base Sacarosa y tuvo abundante crecimiento el 60 % de las mismas. Lactobacillus kunkeei SS70 y Lactobacillus rhamnosus SS73 fueron capaces de mantener entre 6 y 7 Log10UFC/mL a los 7 días. Lactobacillus kunkeei SS70 mantuvo crecimiento hasta los 21 días, al menos en uno de los jarabes (J1). Se concluye que las Bacterias Acido Lácticas (BAL) crecen en Medio Base Sacarosa (MBS) sin producción de gas y Lactobacillus kunkeei SS70 y Lactobacillus rhamnosus SS73 mantienen viabilidad en los jarabes ensayados hasta los 7 días.

	The present research took place at the Beekeeping Health and Investigations Reference Laboratory (BHIRL), in Sancti Spiritus; from November to April-2017. The objective of the present work is to determine the feasibility of the Lactobacillus ssp stump in the bees’ artificial food (J- syrup). The experimental design included two problem groups and a control one. Each experimental group represented different concentration of sucrose (J1 125g of crude sugar/ a liter of water and J2 50% (v/v).Initially, was determined the growth and productions of gas from the  Lactobacillus ssp stump which were isolated from bees intestine in an environment of culturing sucrose base (MBS), incubating the stumps at 37 °C for 24 hours. The viability at the syrup of the chosen stumps (lactobacillus Kunkeei SS70 y Lactobacillus rhamnosus SS73 was determined by the dilution method with recount at the plaque of former units of colonies for milliliter of syrup (UFC/mL)). It was obtained as o result that from the five evaluated stumps none of them produced gas at environment sucrose base and had abundant growth the 60% of them. Lactobacillus kunkeei SS70 and Lactobacillus rhamnosus SS73 were able to keep between 6 and 7 Log10UFC/mL at 7 days. Lactobacillus kunkeei SS70 keeps the growth until 21 days, at least at one of the syrups (J1). It is concluded that the BAL growths at environment sucrose base (MBS) without gas production and Lactobacillus kunkeei SS70 and Lactobacillus rhamnosus SS73 keep viability at the tested syrup up to 7 days. 
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